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研究成果の概要： 
核内レセプターは、ビタミン A, Dなどの脂溶性ビタミン、性ホルモン、脂質などを結合物質
とする細胞内受容体であり、多様な生理機能を制御する。 
本研究者は、核内レセプターの１つである、エストロゲンレセプター（ER）を分解誘導する
E3ライゲースCHIPを見出し、CHIPの発現と乳癌の増悪に負の相関があることを明らかにした。
さらに、ERがエストロゲン依存的に標的蛋白質の分解を促すことにより、乳癌の転移を抑制す
る機能を有することを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
核内レセプターはビタミンA, Dなどの脂溶
性ビタミン、性ホルモン、脂質、コレステロ
ール代謝物などをリガンドとする細胞内受容
体であり、発生・分化や生体の恒常性維持な
どの生物学的局面において重要な役割を担っ
ていることが知られている。ヒトでは48種類
の核内レセプターが存在し、それぞれが特異
的なリガンドと結合することによって生理機
能を発揮する。リガンドを受容した核内レセ
プターはDNA上の特異的配列に結合し、下流の
遺伝子群の転写を調節する。 
 核内レセプターによる転写調節には、核内
レセプターとリガンド依存的に結合または解
離する「転写共役因子」と呼ばれる蛋白質群
が必要である。「転写共役因子」は転写を抑
制する「転写抑制因子」と転写を活性化する
「転写活性化因子」に大別される。転写抑制
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因子はリガンドの結合していないレセプター
またはアンタゴニストの結合したレセプター
と相互作用してヒストンを脱アセチル化する
ことにより転写を抑制する。一方、転写活性
化因子は、リガンドが結合したレセプターと
相互作用し、クロマチン構造変換や基本転写
因子群との仲介をすることによって転写を促
進する。これらのレセプターは生体内の脂溶
性低分子と転写を結びつけるという重要な
役割を果たしており、その機能破綻は様々な
疾患の原因となる。さらに、低分子と結合す
る性質を持つ核内レセプターは、創薬の格好
の標的分子であり、その制御機構や生理機能
を明らかにすることは各種疾患の原因解明
と新規治療戦略、さらには医薬品開発へと繋
がるものと期待される。 
 
 
２．研究の目的 
本申請者らは、核内受容体の分解について研
究を進め、その過程で、ER を分解ユビキチ
ン化させるユビキチンリガーゼCHIPを見出
した。ERと乳癌との相関は知られているが、
CHIP と乳癌の関係は全く調べられていない。
そこで、CHIP と乳癌の増悪との関係を全く
新しい、癌マーカーになりうる可能性を検討
する。 
さらに、本研究者らは、核内受容体はその特
異的リガンドの受容体への結合によって自
分自身の分解が誘導されることを見出した。
また、リガンドの細胞への添加が、核内受容
体だけでなく、受容体以外の蛋白質の分解を
引き起こすことも発見した。解析を進めた結
果、リガンド添加によって分解される蛋白質
は、核内受容体と複合体を形成し、リガンド
添加によって核内受容体と同時に分解され
ていることが明らかとなってきた。具体的に
は、核内レセプターは Smadと結合し、分解
を誘導することによって TGFβシグナル系
を制御することを発見した。これらの結果は、
核内レセプターが転写因子として機能する
だけでなく、ユビキチン化制御因子としても
機能し得ることを示唆しており、本研究を進
めることで核内レセプター研究の予想もし
なかった新局面が開けることが予測される。
よって、プロジェクトをさらに推進して、最
終的には核内レセプターによる標的蛋白質
の分解制御メカニズムを解明するとともに、
転写・細胞内情報伝達系との関係を明らかに
することを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
１）CHIPによる乳癌増悪抑制御機構の解析 
Ａ）－１ CHIPmRNA量と乳癌のステージとの
関係の検討 
Ａ）NRDFによるNuRDの転写抑制解除機構の解
析 
 乳癌の増悪とCHIPの関係を検討するため、
RT-PCRを行い、乳癌組織中におけるCHIPの
mRNA量の検討を行った。 
Ａ）－２ CHIPの発現量と乳癌腫瘍形成又は
転移との関係の検討 
乳癌の腫瘍形成とCHIPの関係を検討するた
め、CHIPの発現量を低下（MCF-7）又は、増加
させた（MDA－MB-231）を作成し、マウスの皮
下へ移植を行った。また、乳癌の転移とCHIP
の関係を検討するため、CHIPの発現量を低下
又は、増加させた細胞をマウスの静脈に注射
し、肺への転移の違いを観察した。 
 
 CHIPの発現量を低下させた乳癌細胞株を用
いて、タンパク質量が増加する腫瘍形成又は
転移に関与する因子をWestern blottingによ
り検討を行う。さらに、CHIPのノックダウン
により増加した因子に関して、mRNA量の変化
もRT-PCR法により検討を行った。 
Ｂ）CHIPの下流因子の検討 
 
 
 
２）ユビキチン化・分解を介した細胞内情報
伝達経路間クロストークの解析 
 ER は Smad に結合し、分解を促進すること
により TGFβシグナルを抑制することを我々
は見出した。ERは核内レセプター・スーパー
ファミリーに属し、女性ホルモンであるエス
トロゲンを受容して標的遺伝子群の転写を
制御する「リガンド誘導性転写因子」である。
興味深いことに、ER による Smad の分解には
ER の DNA 結合領域は必要ない。この結果は
Smad の分解が転写を介さないで起こること
を示しており、ERのまったく新しい機能が明
らかになる可能性を秘めている。そこで、本
研究では ERによる Smadの分解機構を分子レ
ベルで解明することを目指す。ER と Smadを
共発現させるとエストロゲン異存的に Smad
のユビキチン化が促進することから、ERによ
る Smad の分解は、ユビキチン付加のステッ
プで制御されている可能性が高い。ところが、
ERはユビキチン・リガーゼ活性を持たないこ
とから、Smad と結合した ERが未知のユビキ
チン・リガーゼを呼び込むことによって Smad
のユビキチン化を促進するものと考えられ
る。そこで、プロテオミクス技術を用いて
Smad とともに ER に結合するユビキチン・リ
ガーゼの探索を行う。 
Ａ）ERによるSmad分解機構の解析 
 
 TGFβの刺激が入力すると細胞内の2ndメッ
センジャーであるSmadがリン酸化され、核内
に移行し転写因子として働く。本研究ではER
Ｂ）ERのTGFβパスウェイに対する影響の検討 
  
によるSmadの分解がTGFβ依存的転写制御に
与える影響を検討する。具体的にはSmadの標
的遺伝子プロモーターをルシフェラーゼ遺伝
子と連結し、ルシフェラーゼ活性を指標とし
てERを共発現させた場合の転写の変化を検出
する。 
 女性ホルモンであるエストロゲンは、女性
生殖器の維持・発達などにおいて重要な役割
を果たす一方で、乳癌の増悪因子としても機
能するなど、負の側面も併せ持つことが知ら
れている。初期の乳癌患者においてはERの発
現上昇が認められており、エストロゲンは乳
癌細胞の増殖を促進することが報告されてい
る。一方、癌が悪性化するに伴いERの発現抑
制が観察されるため、後期乳癌ではERは乳癌
の悪化を抑制するものと一般に考えられてい
る。このような乳癌に対するエストロゲン作
用の２相性は、臨床的には長い間知られてい
たものの、その分子機構については明らかに
されていない。大変興味深いことに、TGFβは
癌に対してエストロゲンと逆の作用を持つこ
とが知られている。すなわち、初期癌におい
てはTGFβは増殖抑制を示し、癌の後期におい
ては転移を促進する。我々の見出した結果は、
エストロゲンがERを介してSmadを分解し、TGF
βシグナルを抑制することを示しており、こ
れらの臨床的観察を極めて明快に矛盾なく説
明することが出来る。そこで、ERが実際にSmad
の分解を促進することによって癌の転移を抑
制することが出来るか否かについて検討を加
える。具体的には、ERを発現させた乳癌細胞
と発現していない乳癌細胞を用いてマトリゲ
ル・アッセイにてinvasion能を比較する。ま
た、両細胞株をヌードマウスに移植し、転移
の有無について検討する。本研究から予想通
りの結果が得られれば、癌の転移を抑制する
新たな医薬品開発に繋がるものと期待できる。 
 
ERも含め、核内レセプターは遺伝子スーパー
ファミリーを構成しており構造的な相応性
が高い。したがって、ER以外の核内レセプタ
ーもSmadの分解を促進することによってTGF
βシグナルを抑制する可能性が考えられる。
そこで、様々な核内レセプターの TGFβシグ
ナルに対する影響を検討する。また、核内レ
セプターによるユビキチン化の標的蛋白質
は Smad のみとは限らない。本研究者はすで
に Smad 以外の転写因子のユビキチン化が、
核内レセプターによって制御されているこ
とを見出している。そこで、本研究では核内
レセプターの標的蛋白質をプロテオミクス
技術を用いて網羅的に探索する。 
２）核内レセプターの蛋白質ユビキチン化制
御機構の解析と標的蛋白質の探索 
 
４．研究成果 
核内レセプターの１つである、エストロゲ
ンレセプター（ER）をユビキチン化するユビ
キチンリガーゼCHIPを見出し、CHIPの発現と
乳癌の増悪に負の相関があることを明らか
にした。さらに、乳癌細胞中のCHIPの発現量
を増加もしくはRNAiによって減少させ、乳癌
の腫瘍形成と肺転移に対する影響を検討し
た。その結果、CHIPの発現量増加は、乳癌の
腫瘍形成と肺転移を強力に抑制し、逆に、発
現量低下は腫瘍形成と転移を促進すること
が明らかになった。さらに、CHIPの乳癌増悪
抑制メカニズムを探るため、CHIPの標的とな
る蛋白質を探索し、Amplified In 
Breastcancer1 (AIB1)を同定した。CHIPは
AIB1をユビキチン化し、分解を誘導すること
で乳癌の転移を抑制することが明らかとな
った。AIB1は転写因子であり、Smad, Twist
といった転写因子の上流に位置してこれら
の因子の転写を促進し、乳癌の転移を促進し
ていることも併せて明らかにした。 
さらに、CHIPの乳癌増悪抑制メカニズム
を探るため、CHIPの標的となる蛋白質を探
索し、Amplified In Breastcancer1 (AIB1)を
同定した。CHIPはAIB1をユビキチン化し、
分解を誘導することで乳癌の転移を抑制す
ることが明らかとなった。 
核内レセプターの１つである、エストロゲ
ンレセプター（ER）がTGFβ経路の細胞内
メッセンジャーであるSmadと結合し、ユビ
キチン化と分解を誘導することを見出した。
TGFβは癌の転移を促進するが、ERはTGF
βシグナルを抑制することによって癌の転
移を強く抑制することが明らかになった。 
また、エストロゲンレセプター（ER）のリ
ガンドがERβを介して転写因子KLF5の転写を
制御することを見出した。ERリガンドのうち
の１つである、ICI 182,780（ICI）により KLF5
による転写は活性化され、エストロゲン（E2）
により抑制された。次に、KLF5の標的遺伝子
の探索をおこなった結果、アポトーシス誘導
転写因子である FOXO1を同定した。ICIによ
り FOXO1の mRNA量は増加し、E2により減少
することが明らかとなった。この FOXO1の
mRNA量の増加は、ERβを介した CBPのリクル
ートによるものであり、減少は、ERβを介し
た分解によるものであることを明らかにし
た。この分解には WWP1が関与することを明
らかにした。ERβ、KLF5と WWP1は３者複合体
を形成し、この複合体の割合が E2依存的に
増加することで、KLF5のユビキチン化量が増
加し、E2依存的に分解が誘導されることを明
らかにした。次に、担癌マウスモデルを用い
た実験により、KLF5は前立腺癌の腫瘍形成に
対して抑制的に働くことを明らかにした。さ
らに、E2は前立腺癌の腫瘍形成を促進し、ICI
は抑制することが明らかになった。この ER
リガンドによる制御は、ERβと KLF5を介して
いることを RNAiの実験により明らかにした。
  
また、E2添加時の腫瘍において KLF5のタン
パク質量が減少していたことから、この E2
による前立腺癌の腫瘍形成亢進は ERβを介し
た、KLF5の分解によるものであることが明ら
かになった。 
さらに、他の核内レセプターである、ビタ
ミンDレセプター（VDR）がTGF経路の細胞
内メッセンジャーであるSmadと結合し、
TGFシグナルを1a,25依存的に抑制させた。
その結果、Smadの標的遺伝子であるPAI-1の
mRNA量を減少させることを明らかにした。さ
らに、1a,25はVDR依存的に、大腸癌細胞の転
移・浸潤能を抑制することを明らかにした。 
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